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RESUMO - O 4&cido galico, é&cido 3,4,5-trihidroxibenzdico, € um composto fendlico
trihidroxilado encontrado de forma abundante no reino vegetal, sendo usado como aditivos e
sequestrantes de espécies de oxigénio reativo para prevenir mudangas no sabor e no valor
nutritivo devido a oxidacdo de acidos graxos insaturados. O objetivo deste trabalho € a sintese e a
caracterizagdo de nanoparticulas de poli(metacrilato de metila) (PMMA) carregadas com lauril
galato via polimerizacdo em miniemulsdo e avaliacdo da citotoxicidade em células leucémicas
moniciticas agudas (THP1). O tamanho médio das Nanoparticulas poliméricas foi estimado
em100 nm com uma superficie de carga negativa (-38mV). Os ensaios de citotoxicidade com
células THP1 apresentaram resultados promissores com uma CLso (concentragdo letal para 50%
das células) de aproximadamente 8uM.

1. INTRODUCAO

A liberacdo controlada (prolongada e/ou modulada) de farmacos vem sendo alvo de
estudos ha algumas décadas, sendo que estes estudos ganharam impulso na década passada com o
aprimoramento das técnicas de micro e nanoencapsulamento. Uma das areas mais promissoras €
a de vetorizacdo de farmacos. Dentre os vetores, incluem-se as microparticulas e os sistemas
coloidais como os lipossomas e as nanoparticulas poliméricas. O encapsulamento de farmacos
utilizando nanoparticulas poliméricas ajuda a aumentar a estabilidade, entregar o farmaco
diretamente no sitio de agédo desejado, controlar a liberacdo e dependendo do campo de aplicagdo
apresenta algumas vantagens em relacdo a outros sistemas nanoparticulados (SOPPIMATH et al,
2000). As primeiras nanoparticulas poliméricas para aplicacdo biomédica foram descritas no final
da década de 60 e inicio dos anos 70. Nanoparticulas poliméricas tem aplicagdes destacada na
terapia de doencas cronicas, como na liberacdo controlada de farmacos nas células ou tecido alvo,
sendo este um grande obstaculo no desenvolvimento de novos sistemas nanoparticulados. Este é
particularmente problematico para farmacos antineoplasico, que sdo tipicamente compostos
hidrofobicos com perfis farmacocinéeticos pobres e exigindo, portanto, repetidas administracao
para alcancar uma dose adequada (ABULATEEFEH et al, 2013).
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Existem varios metodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, os quais podem ser de uma forma geral, classificados em métodos baseados na
polimerizagdo in situ de mondmeros dispersos ou na precipitacdo de polimeros pré-formados
(SCHAFFAZICK et al, 2002). Entre os principais métodos para preparacdo de nanoparticulas
poliméricas in situ pode-se citar a polimerizacao interfacial, a polimerizacdo em emulsdo e a
polimerizacdo em miniemulsdo. J& dentre as técnicas que evolvem polimeros pré-formados pode-
se destacar os método de nanoprecipitacdo e emulsificacdo e evaporacdo de solvente. A técnica
de polimerizagdo em miniemulsdo € classicamente definida como sendo constituida por
dispersdes aquosas de goticulas de 6leo relativamente estaveis, dentro de uma faixa de tamanhos
de 50-500 nm preparadas por um sistema contendo 6leo, &gua, surfactante e um co-estabilizador
(LANDFESTER, 2009; REIS et al, 2006; SHORK et al, 2005).

O é&cido galico ¢ um composto fendlico trihidroxilado e uma molécula encontrada de
forma abundante no reino vegetal como um metabdlito secundario (antioxidante natural),
componente de taninos hidrolisdveis em uvas e chas (TONINI, 2013). Taninos sdo uma
importante classe de polifenois e ndo € apenas uma parte integrante da alimentacdo humana, mas
também sdo encontrados em medicamentos fitoterapicos tradicionais (KOLODZIE] et al; YANG
et al; 2008, 2006). Suas aplicacbes incluem-se como aditivos e sequestrantes de espécies de
oxigénio reativo para prevenir mudancas no sabor e no valor nutritivo devido a oxidagdo de
acidos graxos insaturados (SAKAGAMI et al, 1997; KOLODZIEJ; et al, 2008; LOCATELLI et
al, 2013). Outras aplicagdes importantes dos AG e os galatos de alquila é a sua atividade
antitumoral (LOCATELLI et al, 2008; LOCATELLI et al, 2009; LU et al, 2006), antiparasitaria
(KOIDE et al, 1998), antimicrobiana e antiviral (LOCATELLI et al, 2013). Alguns ésteres de AG
ou galatos de alquilas como, os galatos de octila (G8) e lauril galato (G12), sdo amplamente
utilizados como aditivos alimentares na industria farmacéutica e cosmética desde 1947.

Neste contexto, este trabalho visa o encapsulamento do lauril galato (G12) em
nanoparticulas de poli(metacrilato de metila), PMMA, via polimerizagdo em miniemulsdo e sua
caracterizacdo e por fim a avaliacdo da citotoxicidade em linhagem de células leucémicas
monociticas agudas (THP1).

2. MATERIAIS E METODOS

Para a preparacdo das nanoparticulas de PMMA utilizou-se o Lauril galato (G12) e N-
metil-2-pirrolidona ambos da Sigma Aldrich. O mondmero metacrilato de metila (MMA)
adquirido da ARINOS Quimica, como iniciador o AIBN (2,2’azo bis-isobutironitrila) (VETEC
guimica), como surfactante a lecitina (Alfa Aesar), como co-surfactante o miglyol 812 (Sazol) e
agua destilada. No preparo da miniemulsdo utilizou-se um homogenizador Fisher Scientific
(Sonic Dismembrator Model 500). Este equipamento é constituido de um gerador, um conversor
e uma sonda, através da qual sdo emitidas ondas produzindo uma cavitacdo no sistema que
resulta no rompimento das gotas.

Para o encapsulamento do G12 em nanoparticulas de PMMA via polimerizagdo em
miniemulsdo (PMMA/G12) utiliza-se um béquer de 100mL e adiciona-se a fase aquosa (apenas a
agua). O dispersor € ligado (etapa 1) e adiciona-se a fase organica (lauril galato solubilizado em
NMP (50mg/mL), mondmero, surfactante, co-surfactante e iniciador) (etapa 2). O tempo de
sonicacao é de 5 minutos sem pausa com uma amplitude de 70%. A proxima etapa é 0 processo
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de homopolimerizacdo, onde se utilizou um banho termocriostatico a uma temperatura de 75°C
até a sua completa polimerizagdo (etapa 3). Em seguida, o material é resfriado, centrifugado e
lavado varias vezes com agua destilada (etapa 4). Na proxima etapa o material é seco em estufa a
uma temperatura pré-definida (60 °C) por um periodo de 24hrs (etapa 5). A Figura 1 ilustra o
procedimento para o encapsulamento do G12 em nanoparticulas de PMMA.

dispersor ultrasonico u

etapa 2

etapa 3

etapa 5 L etapa 4 ==

Figura 1 - llustragdo do encapsulamento do G12 em nanoparticulas de PMMA via polimerizagdo em
miniemuls&o.

Para andlise da morfologia das nanoparticulas poliméricas utilizou-se a técnica de
microscopia eletrbnica de transmissao (MET) JEOL, modelo JEM-1011. A técnica de
espalhamento dindmico de luz, DLS foi usada para determinar o tamanho médio de particula e o
indice de polidispersdo. Para a analise da carga superficial das nanoparticulas poliméricas
utilizou-se o Zetasizer. Nos ensaios de citotoxicidade utilizaram-se linhagens de células THP1 e a
viabilidade celular foi analisada utilizando um ensaio colorimétrico de sal brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolium (MTT) que se baseia na reducdo do MTT ao seu
derivado formazan de cor azulada pelo metabolismo mitocondrial.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfologia das nanoparticulas de PMMA contendo G12 foi avaliada via MET (Figura
2). Esta andlise permitiu verificar a presenca de nucleagdes secundarias que poderiam promover
a formacdo de novas particulas sem a incorporacdo do farmaco, podendo causar um alargamento
da DTP que nem sempre pode ser evidenciada pela analise de DLS.
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Figura 2 - Micrografia das nanoparticulas de PMMA vazias e das nanoparticulas de PMMA
contendo G12.

Os valores de tamanho médio das particulas e do indice de polidispersdo determinados
por espalhamento dindmico de luz, DLS, sdo apresentados na Tabela 1 e apresentam valores
proximos aos observados por MET. Outro fator importante na preparacdo das nanoparticulas
poliméricas para aplicacdo biomédica é o potencial zeta, j& que estas influenciam na estabilidade
da suspensdo de nanoparticulas poliméricas e nas interagdes destas com a membrana celular. A
partir desta analise pode-se verificar a estabilidade das nanoparticulas. Os dados estdo
apresentados na tabela abaixo.

Tabela 1 — Diametro médio de gotas (Dg) e particulas (Dp), indice de polidisperséo (IPD)
e carga superficial das nanoparticulas de PMMA vazias e das nanoparticulas de PMMA contendo
G12.

Potencial Zeta (mV)

Amostras Dg (nm) IPD Dp (nm) IPD pH
PMMA vazias 88+1,3 0,09 98 +2,5 0,11 -37 +2,3 6,97 £0,2
PMMA/G12 95+24 0,14 107#31 0,13 -35+3,1 7,01+0,5

Os resultados preliminares dos ensaios de citotoxicidade (Figura 3) mostraram que a
viabilidade das células leucémicas, THP-1, tratadas com nanoparticulas de PMMA vazias nao foi
alterada significativamente quando comparadas ao grupo controle (somente células). Por outro
lado, quando as células foram expostas as nanoparticulas de PMMA contendo o G12 (8uuM) (por
24 horas) ocorreu uma reducéo da viabilidade de celular de aproximadamente 90%.
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Figura 3 - Avaliacdo do efeito citotdxico das nanoparticulas de PMMA vazias e nanoparticulas de
PMMA contendo G12 em células leucémicas THP-1 (n=3) (Teste de Bonferrine; ***=p<0,05).

4. CONCLUSAO

O encapsulamento do lauril galato (G12) em nanoparticulas de PMMA via polimerizagdo
em miniemulsdo apresentou resultados satisfatorios. Considerando a uniformidade na distribuicédo
de tamanho de particulas, a, alta estabilidade do sistema e a auséncia de citotoxicidade das
nanoparticulas de PMMA, o método proposto neste trabalho se mostrou eficiente. Nanoparticulas
de PMMA contendo G12 na concentragdo de 8uM ocasionaram uma reducdo da viabilidade
celular de ~90% em células THP-1. Contudo outros ensaios fisico-quimicos e in vitro se fazem
necessarios para avaliar o comportamento das nanoparticulas de PMMA contendo o lauril galato.
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